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Введение
Применение рентгеноспектрального анализа 
(РСА) для исследования медико-биологических 
объектов имеет ряд преимуществ: возможность в 
одной пробе определять большой набор элементов, 
широкий диапазон определяемых содержаний. 
Однако определенную трудность при анализе 
медико-биологических объектов представляет 
органическая матрица, как правило, неизвестного 
состава. Поскольку основными компонентами та-
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кой матрицы являются неопределяемые и трудно 
определяемые в РСА элементы, это затрудняет 
проведение количественного анализа. По этой 
причине большинство существующих способов 
анализа медико-биологических объектов основано 
на предварительном удалении органической со-
ставляющей [1]. Для этого обычно проводят озоле-
ние пробы. Удаление органической составляющей 
позволяет в РСА улучшить пределы определения 
элементов, как за счет концентрирования пробы, 
так и за счет уменьшения фоновой составляющей 
аналитического сигнала, связанной с рассеяни-
ем рентгеновского излучения на атомах легких 
элементов. С другой стороны, различные виды 
озоления проб, используемые в аналитической 
практике, увеличивают время анализа и могут 
влиять на его правильность. В работе [2] пробы 
биологического происхождения анализировали 
методом рентгенофлуоресцентного анализа (РФА) 
без удаления органической составляющей с исполь-
зованием адекватных стандартных образцов. При 
отсутствии стандартных образцов для проведения 
РФА без удаления органической составляющей 
необходимо изучение влияния на его результаты 
неадекватности составов органической матрицы 
проб и образцов сравнения [3]. 
В данной работе исследована возможность 
получения элементного состава проб цельной 
крови и плазмы крови методами РСА без уда-
ления органической составляющей при простом 
высушивании исходных (жидких) проб. 
Объекты исследования
Пробы цельной крови и плазмы крови были 
предоставлены филиалом ГОУ ВПО РГМУ Росз-
драва «Научно-клинический центр геронтологии». 
Исходную пробу объемом 50-100 мкл наносили на 
стекло и медленно высушивали на воздухе, при 
этом фиксировали потерю массы. Доля сухого 
остатка от первоначальной массы для цельной 
крови составила 15-23 %, для плазмы крови – 9-10 
%. Полученные после высушивания проб частицы 
имели форму пластинок размерами 1-2 мм для 
цельной крови и 0.5-1 мм для плазмы крови. На 
рис. 1 приведены изображения частиц цельной 
     
а)
    
б)
Рис. 1. Высушенные пробы цельной крови (а) и плазмы (б). Растровый электронный микроскоп Tescan 
Vega II XMU, режим регистрации вторичных электронов
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крови (а) и плазмы крови (б), полученные на рас-
тровом электронном микроскопе Tescan Vega II 
XMU в режиме регистрации вторичных электронов 
при двух увеличениях. При большем увеличении 
видно, что частицы имеют неровную пористую не-
однородную структуру. Специфика приготовленных 
таким образом проб заключается в следующем. Во-
первых, получающиеся в результате высушивания 
пробы ограничены по массе и объему, что требует 
использования рентгеноспектральных методов 
локального анализа. Во-вторых, получающиеся 
сухие пробы неоднородны как на макро- так и 
на микроуровне. Поэтому получение результата, 
адекватно отражающего состав исходной пробы, 
требует проведения локального анализа в раз-
личных участках сухой пробы с последующим 
усреднением. В-третьих, массовая доля легких 
элементов (H, C, N и O) для высушенных препа-
ратов крови весьма значительна, что определяет 
существенную интенсивность рассеянного рент-
геновского излучения и, следовательно, рост ин-
тенсивности фона. В-четвертых, для определения 
состава таких проб весьма трудно подобрать или 
синтезировать адекватные образцы сравнения (ОС). 
Существующие стандартные образцы в основном 
предназначены для анализа жидких проб.
Способ анализа
Отсутствие адекватных ОС, невозможность 
применения для таких объектов способа добавок, 
делают необходимым использование расчетных 
методов построения градуировочной характери-
стики. Программное обеспечение современных 
приборов (реализация метода фундаментальных 
параметров (МФП) для рентгенофлуоресцентного 
анализа, ZAF-коррекция в случае электронно-
зондового рентгеноспектрального микроанализа 
(ЭЗРСМА)) позволяет достигнуть хороших показа-
телей правильности. Однако для корректного учета 
матричных эффектов должны быть определены 
все элементы пробы, включая легкие. Учитывая, 
что в исходной (жидкой) пробе распределение ор-
ганической составляющей является практически 
однородным, мы предлагаем для учета влияния 
неопределяемых и некоторых легких элементов 
использовать классический метод определения 
валового содержания H, C, N и S в органическом 
веществе. Затем результаты этого анализа исполь-
зуются при расчете содержаний других элементов 
в РФМА и ЭЗРСМА.
Эксперимент и результаты анализа
Рентгенофлуоресцентный микроанализ (РФМА) 
проводили на рентгенофлуоресцентном микроана-
лизаторе с капиллярной оптикой EAGLE III μ-probe 
и энергодисперсионным детектированием (окно 
– Be) при следующих условиях: напряжение на 
трубке с Rh-анодом U = 40 кВ, ток трубки i = 500 
мкА, окружающая среда – вакуум. Отдельные 
частицы закрепляли на электропроводящем скот-
че и помещали в камеру прибора. Время набора 
одного спектра при анализе 100 c. Диаметр зоны 
облучения составлял около 100 мкм, измерения 
проводили в 5-10 зонах в каждой пробе. Предел 
обнаружения при этих условиях для большинства 
элементов составляет не более 10 ppm, что дает 
принципиальную возможность определять в крови 
и плазме крови Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu и Zn 
[4]. Содержание элементов рассчитывали с при-
менением алгоритма МФП. Для этой цели была 
использована программа «No standards» (EDAX) с 
нормировкой окончательных содержаний на 100 %. 
На рис. 2 приведен общий вид спектра цельной 
крови и плазмы. Использование энергодисперси-
онного спектрометра (ЭДС) с бериллиевым окном 
для анализа проб с большой долей органической 
составляющей обладает существенным преиму-
ществом. Поскольку содержание C, O и N в пробах 
очень велико, в случае ЭДС с тонким окном или 
безоконным вариантом детектирования основная 
доля загрузки детектора приходится на эти эле-
менты. Наличие бериллиевого окна позволяет 
избежать перегрузки детектора и, таким образом, 
оптимизировать условия, обеспечивающие более 
надежное определение элементов тяжелее натрия, 
относительное содержание которых в пробе мало. 
Mg, P, S, Cl, K, Ca и Fe определяли по Кα- линиям. 
Кроме этих элементов удается установить на-
личие Si, Cu и Zn, но из-за близости содержаний 
этих элементов к соответствующим пределам 
обнаружения они достоверно определены не были. 
Для определения кислорода и натрия при-
меняли ЭЗРСМА, который проводили на растровом 
электронном микроскопе Tescan Vega II XMU с 
энергодисперсионным спектрометром INCAx-
sight. Частицы пробы закрепляли на электро-
проводящем скотче и помещали на держатель 
образцов. Аналитический сигнал получали в 
























Рис. 2. Спектры высушенных проб цельной крови 
(сплошная) и плазмы (пунктир), полученные мето-
дом РФМА (EAGLE III μ-probe)
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в камере образцов 25 Па) без напыления про-
водящего слоя; начальная энергия электронов 
− 10 кэВ. Площадь сканирования составляла 
45×45 мкм, время накопления спектра – 70 с. 
Детектор спектрометра, оснащенный тонким 
окном, позволил определять легкие элементы. 
Разницу матричных эффектов в анализируемых 
и образцах сравнения учитывали программой 
ZAF-коррекции. Образцами сравнения служили 
Na[AlSi3O8] (альбит) и MgO. В высушенных про-
бах плазмы крови методом ЭЗРСМА проведено 
определение O и Na по Кα- линиям в 5-7 «точках». 
Затем результаты усредняли.
РФМА и ЭЗРСМА проводили на одних и тех же 
пробах. На рис. 3 и 4 показаны экспериментальные 
спектры высушенных проб – плазмы крови (рис. 
3) и цельной крови (рис. 4). Спектры, полученные 
методом ЭЗРСМА, совмещены по шкале энергии 
со спектрами той же пробы, полученными методом 
РФМА. Видно, что в данных условиях ЭЗРСМА 
надежно регистрируются аналитические линии 
кислорода и натрия. 
Для определения C, N, S и H использовали 
традиционный метод органического элементного 
анализа – CHNS-анализ (модернизированный 
прибор фирмы Carlo Erba, Италия, мод. EA1108), 
основанный на хроматографическом разделении 
продуктов сгорания микроколичества пробы (при 
1000 ºС в атмосфере О2). Абсолютные значения 
массовых долей элементов получали способом 
построения градуировочной характеристики по 
стандартным образцам состава. 
В табл. 1. представлены итоговые результа-
ты анализа сухих проб плазмы и цельной крови 
с использованием методов РФМА, ЭЗРСМА и 
HCNS-анализа. Определение содержаний O и Na 
проведено ЭЗРСМА с учетом полученных данных 
CHNS-анализа. При определении Mg, P, S, Cl, K, 
Ca и Fe методом РФМА учитывали содержания 
легких элементов и Na, полученные двумя другими 
методами. 
Содержание конкретных элементов в крови 
может сильно колебаться от пробы к пробе по раз-
личным причинам. Однако отношения содержаний 
элементов в цельной крови и плазме, полученной 
из той же крови, являются менее изменяющимися 
величинами. В табл. 2 приведено сравнение полу-
ченных в данной работе отношений содержаний в 
цельной крови и в плазме с литературными дан-




ного анализа крови и плазмы крови без предвари-
тельного отделения органической составляющей. 
Показано, что учет влияния легких и неопреде-
ляемых элементов может быть осуществлен с 
использованием данных валового определения 
Таблица 1
Результаты анализа цельной крови и плазмы крови, 





H 6.89 ± 0.13 7.27 ± 0.15
C 46.6 ± 0.9 49.4 ± 1.0
N 12.2 ± 0.5 14.0 ± 0.6
O 25 ± 4 22.0 ± 3.5
Na 5.0 ± 1.6 3 ± 1
Mg 0.02 ± 0.01 0.04 ± 0.02
P 0.09 ± 0.03 0.22 ± 0.09
S 0.53 ± 0.12 0.5 ± 0.1
Cl 3.00 ± 0.24 2.30 ± 0.18
K 0.10 ± 0.03 0.74 ± 0.23
Ca 0.10 ± 0.03 0.05 ± 0.01






















Рис. 3. Спектры высушенных проб  плазмы крови, 


























Рис. 4.  Спектры высушенных проб  цельной кро-
ви, полученные  методами РФМА (сплошная)  и 
ЭЗРСМА (пунктир)
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H, C, N и S классическим методом органического 
элементного анализа. Определение О и Na целе-
сообразно проводить методом ЭЗРСМА, а более 
тяжелых элементов - методом РФМА.
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